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基础 研究 


microRNA-133a 持 抗 和 对 肾上腺 素 诱 导 的 小 鼠 心 肌 肥 大 
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摘要 :目的 利用 心肌 细胞 肥大 体外 模型 研究 miR-133a 抗 心肌 肥大 的 作用 机 制 。 方 法 构建 miR-133a 腺 病毒 表达 载体 ,导入 
293 细 胞 并 收获 高 表达 miR-133a 的 病毒 ; 取 12 只 出 生 1~3 d 内 的 小 鼠 心 脏 ,采用 酶 消化 及 梯度 离心 法 获得 心肌 细胞 ,分 为 对 照 
组 和 模型 组 ,模型 组 加 入 茉 肾上腺 素 (PE) 诱 导 ; 将 高 表达 miR-133a 的 腺 病毒 感染 模型 组 的 心肌 细胞 ,观察 细胞 面积 的 变化 ， 
RTPCR 检 测 Actal .Actcl、Actb .Myh6 .Myh7、BNP 基 因 的 表达 。 结 果 模型 组 心肌 细胞 加 入 PE 培养 后 , 较 对 照 组 面积 增 大 3 倍 


以 上 ,Actal 等 基因 表达 显著 


增高 ;肥大 后 模型 组 的 心肌 细胞 采用 miR-133a 病 毒 感染 后 较 未 加 入 miR-133a 病 毒 的 模型 组 的 心 


肌 细 胞 的 面积 缩小 ,Actal 等 基因 表达 显著 降低 。 结 论 miR-133a 是 心肌 肥大 的 重要 调节 因子 ,有 拷 抗 心肌 肥大 的 作用 。 
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MicroRNA-133a antagonizes phenylephrine-induced hypertrophy of neonatal rat 


cardiomyocytes in vitro 
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Abstract: Objective To investigate the mechanism of miR-133a in reversing neonatal rat cardiomyocyte hypertrophy induced 
by phenylephrine. Methods A miR-133a precursor cDNA was used to construct an adenovirus vector, which was transfected 
into 293 cells to harvest miR-133a-containing virus. Neonatal rat cardiac myocytes treated by phenylephrine were exposed to 
miR-133a adenovirus, and the changes in cell area was measured; the expression levels of miR-133a and Actal, Actcl, Actb, 
Myh6 Myh7, and BNP mRNAs were detected by quantitative RT-PCR. Results Phenylephrine treatment increased the area of 
cardiomyocytes by more than 3 folds and significantly enhanced the expression levels of Actal, Actcl Actb, Myh6, Myh7 and 
BNP mRNAs. All these changes were obviously reverse by miR-133a treatment. Conclusion miR-133a is an important 
regulator of phenylephrine-induced cardiomyocyte hypertrophy and negatively regulates this process 
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心肌 肥大 是 指 心肌 细胞 增 大 而 无 细胞 分 裂 , 是 
心肌 细胞 对 高 血压 ,心脏 办 膜 病 ,心肌 梗死 及 先天 性 
心脏 病 等 多 种 疾病 产生 的 适应 性 代 偿 。 最 新 研究 表明 ， 
小 RNA 作 为 重要 的 调控 元 件 与 心肌 肥大 具有 密切 的 
联系 。 研 究 表明 , 越 来 越 多 的 mirRNA 如 :mir-208、 
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mir-1 .mir-195 0 等 被 发 现在 心肌 细胞 的 生长 . 维 
持 心 血管 系统 的 完整 .调控 基因 表达 和 保持 心脏 运 
0 在 临床 疾病 方面 ， 
mir-133 与 心肌 肥大 存在 密切 联系 "。 本 研究 构建 了 
microRNA-133a 腺 病毒 表达 载体 ,以 体外 分 离 培养 大 
鼠 心肌 细胞 为 研究 对 象 ,利用 葵 肯 上 腺 素 (PE ) 诱 导 
法 建立 心肌 肥大 的 体外 细胞 人 研究 模型 ,研究 
miroRNA-133a 在 心肌 肥大 中 的 作用 机 制 ,为 临床 诊疗 
提供 新 的 途径 。 


1 材料 和 方法 

1.1 材料 

1.1.1 试剂 DMEM 培养 液 、Opti-MEMI Reduced 
Serum Medium、Lipofectamine 2000 Reagent 新 生 牛 
血清 购 自 美国 GIBCO (Invitrogene) , Adeno-X™ 
ViraK™ Expression system 2 购 自 Clontech Laboratories， 
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inc。TaqMan miR-assay 试剂 盒 购 自 Applied Biosystems 


(catalog no 4373142)。 

1.1.2 实验 动物 新 生 0~3 d 的 SD 大 鼠 ,雌雄 不 限 , 购 自 
美国 Charles river。 

1.2 方法 


1.2.1 质粒 的 构建 与 腺 病毒 的 合成 为 了 心肌 细胞 持续 
表达 miR-133a, 我 们 使 用 Adeno-X-virTrak Expression 
system2 构建 miR-133a 的 腺 病毒 质粒 。 首 先 将 miR- 
133a precursor cDNA 序列 导入 donor 质粒 pDNA- 
CMYV ,然后 利用 cre-loxp 介 导 的 同 源 重组 系统 将 该 段 序 
列 导入 一 个 包含 红色 荧光 蛋白 的 腺 病毒 载体 中 ,并 利用 
pacI 线 性 化 质粒 并 转 当 293 细胞 ,而 对 照 组 为 仅 表达 红 
色 殉 光 和 蛋白 的 质粒 。7~10 d 后 收获 转 染 细胞 ,通过 快速 
反复 冻 融 法 收获 病毒 。 最 终 病毒 的 浓度 为 1.14x10" 和 
2.0x107plaque-forming unit/mL。 为 了 确定 感染 细胞 的 
病毒 浓度 , 预 实验 病毒 浓度 梯度 为 为 1~5 MOI, 最 终 感 
染 心 肌 细 胞 的 浓度 梯度 为 5 MOI。 为 检测 收获 病毒 的 
表达 miR-133a 的 效果 ,将 培养 的 C2C12 细 胞 分 为 两 组 ， 
分 别 为 病毒 组 (采用 miR-133a 病 毒 株 感 染 ) ,及 对 照 组 
(用 对 照 病毒 株 进行 感染 ) ,培养 48 h 后 ,荧光 显微镜 下 
观察 细胞 并 拍照 ,收获 细胞 行 RT-PCR 比较 两 组 之 间 
miR-133a 的 表达 。 

1.2.2 小 鼠 心 肌 细胞 的 分 离 及 培养 分 离 小 鼠 心 肌 细胞 
的 方案 通过 了 Texas A&M 健康 研究 所 动物 关怀 与 使 用 
委员 会 批准 。 分 离 出 生 1~2 d 的 Sprague-Dawley 大 鼠 的 
心脏 ,使 用 collagenase(75 U/mL) 和 pancreatin(0.6 mg/mL) 
消化 法 反复 消化 ,通过 细胞 得 (BD) 除 去 组 织 碎 片 ,采用 
percoll 梯 度 离心 法 分 离 细胞 ,加 入 含 5% 马 血清 的 DF 培 
养 液 (DMEM/F12, 17 mmol/L NaHCO;,2 mmol/L L- 
葡萄糖 某 )20 mL, 混 匀 细 胞 ,于 1600 r/min 离心 5 min， 
弃 去 上 清 , 加 入 30 mL plating Medium( 含 5% 小 牛 血 清 
的 DF 培养 液 ), 混 匀 细 胞 ,种 于 37 C150 mm 培养 四 中 
1 h, 纤 维 细胞 将 贴 壁 生长 , 轻 轻 吸 取 含 未 贴 壁 细 胞 的 培 
养 液 于 50 mL 离心 管 中 , 并 用 plating Medium 轻 洗 培 养 
IL1 次 ,收集 培养 液 于 离心 管 中 ,1200 r/min 离心 5 min， 
弃 去 上 清 , 计 数 细胞 , 按 1x109 亚 密度 种 植 细 胞 于 培养 
严 中 ,培养 基 为 含 10% FBS 的 DF 培养 液 ,12 h 后 换 液 ， 
继续 培养 *。 

1.2.3 PE 诱导 心肌 肥大 实验 将 上 述 培养 心肌 细胞 在 
无 血清 的 DF 培养 基 中 培养 24 h, 将 培养 基 换 为 10% 
FBS 的 DF 培养 5h, 将 细胞 分 为 2 组 ,在 模型 组 培养 基 中 
加 入 phenylephrine (浓度 为 100 nmolyL) 继 续 培 养 ,对 
照 组 不 加 ,48 h 后 收集 细胞 进行 免疫 组 化 染色 ,拍照 后 
使 用 Image J 软件 分 别 测量 模型 组 和 对 照 组 细胞 大 小 并 
收集 细胞 的 RNA 检测 行 RTPCR 检测 Actal .Actc1、 
Actb .Myh6 .Myh7、BNP 基 因 表 达 。 


一 


1.2.4 miR-133a 持 抗 实验 培养 的 心肌 细胞 在 无 血清 
的 DF 培养 基 中 培养 24 h, 将 培养 基 换 为 10% FBS 的 
DF, 将 细胞 分 为 2 组 ,1 组 为 miR-133a 拷 抗 组 ,加 入 
miR-133a 病 毒 (5 U/ce 册 ) 男 一 组 为 对 照 组 加 入 仪表 达 红 
色 严 光 和 蛋白 的 病毒 共 培 养 5 bh, 在 两 组 细胞 培养 基 中 均 
加 入 phenylephrine (浓度 为 100 umolyD) 继 续 培 养 ,48 h 
后 收集 细胞 进行 免疫 组 化 染色 ,拍照 后 使 用 Image J 软 
件 分 别 测 量 模型 组 和 对 照 组 细胞 大 小 ,并 收集 细胞 的 
RNA 检测 行 RTPCR 检测 Actal、Actcl、Actb、Myh7、 
BNP 基因 表达 。 

1.2.5 定量 RTPCR miR-133a 的 Q-PCR 采 用 TaqMan 
miR-assay 试剂 盒 ,使 用 mmu-miR-16 (catalog no 
4427975) 为 内 对 照 ,使 用 strategene Mx3000p qPCR 
system 进行 扩 增 ,按照 试剂 盒 的 操作 说 明 进 行 实验 操 
作 ;Actal ,Actb.Myh7 .BNP 基因 表达 采用 SYBR 的 方 
法 ,使 用 invitrogene 首 转录 试剂 盒 结 合 olig T 引 物 行 逆 
转录 cDNA, 使 用 GAPDH 为 内 对 照 进行 扩 增 ,引物 合成 
通过 生 工 生物 工程 (上 海 ) 有 限 公 司 进行 合成 ,序列 如 
下 :Actal:R:S'-ggcggtgctgtccctctatgct-3'，F: $ -cgggca 


acggaaacgctcatt-3 ; Actb:R:S-agcggttccgatgccctgag-3 ， 
R: 3'-aggggccggactcatcgtactc-3 ; Myh7: F: 3 -gccgcgcc 
agtacttcataggtg-3', R:S'-tggccttggggaacatgcact-3'; BNP: 
F:S'-gcggcatggatctcctgaaggte-3', R:5'-agcccaaacgactgac 
ggatcc-3 。 

1.2.6 免疫 组 化 染色 采用 2% 福 尔 马 林 PBS 深 液 固定 
细胞 ,常温 孵育 15 min; 再 用 19% Triton100-PBS 溶 液 处 
理 细胞 ,常温 孵育 15 min, 以 增加 细胞 的 通 透 性 ;采用 
MF-20(DSHB ,University of Iowa) 为 一 抗 用 育 60 min， 
PBS 清洗 3 次 ,每 次 10 min; 使 用 Alexa Fluor 488 anti- 
goat IgG(Invitrogen,A11055 ) 为 二 抗 脚 育 30 min,PBS 
清洗 3 次 ,每 次 10 min; 使 用 DAPI 染 核 ,PBS 清洗 , 封 
片 ,在 荧光 显微镜 下 观察 拍照 。 

1.2.7 数据 统计 数据 以 结果 均 数 + 标准 差 表 示 ,采用 
SPSS 13 统 计 软件 对 所 测 数据 进行 单 因 素 方差 分 析 , 以 
P<0.05 为 差异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 构建 的 miR-133a 腺 病毒 株 表 达 miR-133a 的 情况 
两 组 C2C12 细胞 在 使 用 病毒 及 对 照 病 毒 株 感染 
48h 后 ,在 荧光 显微镜 镜 下 观察 , 均 出 现 红色 荧光 ;收集 
RT-PCR 结果 表明 ,miR-133a 病毒 株 感染 后 的 细胞 株 
miR-133a 表达 显著 增高 ,对照 组 与 未 感染 病毒 的 
C2C12 细 胞 组 相 比 ,miR-133a 表 达 未 见 显著 差异 (图 1)。 
2.2 PE 诱导 及 miR-133a 持 抗 实验 后 心肌 细胞 的 形态 学 
变化 
在 PE 诱导 实验 中 ,心肌 细胞 在 PE 诱导 48 h 后 ,与 
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图 1 miR-133a 腺 病毒 表达 检测 

Fig.l Fig.1 Detection of the expression of miR-133a adenovirus. 
A: Virus-infected C2C12 cells express miR1-133a and RFP; B: 
The expression of miR-133a was increased by nearly 40 folds 
compared to that in the control groups 


20 hm 


图 2 miR-133a 持 抗 PE 诱导 的 心肌 肥大 


对 照 组 细胞 面积 明显 增 大 (图 2A、B,P<0.001) ; 在 
miR-133a 持 抗 实验 中 ,miR-133a 病毒 组 较 对 照 组 细胞 
面积 显著 变 小 (图 2C.D,P<0.001)。 
2.3 心肌 肥大 相关 基因 的 表达 情况 

在 PE 诱导 实验 中 ,心肌 细胞 在 PE 诱导 48 h 后 ,与 
对 照 组 细胞 相 比 ,Actal .Actb`Myh7 .BNP 基因 表达 显 
著 升 高 (图 3A)。 在 miR-133a 持 抗 实验 中 ,miR-133a 病 
毒 组 较 对 照 组 上 述 基因 表达 显著 降低 (图 3B)。 


3 讨论 
在 诱导 心肌 肥大 因素 中 ,神经 体液 因素 是 一 类 常见 
的 原因 ,其 中 凤 上 腺 素 受 体 及 其 信号 传导 通路 是 诱导 心 


20 hm 20 hm 


Fig.2 miR-133a negatively regulates cardiomyocyte hypertrophy induced by phenylephrine. 4: Normal cultured cardiomyocytes; B: 


Cardiomyocytes 48 h after phenylephrine induction; C: Cardiomyocyte exposed to control virus for 5 h followed by phenylephrine 
induction for 48 h; D: Cardiomyocyte exposed to miR-133a virus for 5 h followed by phenylephrine induction for 48 h. 
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图 3 荧光 定量 PCR 检 测 心肌 肥大 相关 基因 的 表达 
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Fig.3 Detection of cardiomyocyte hypertrophy-associated gene expression with fluorescent quantitative PCR. A: 
Compared with normal cultured group, the expression levels of Actal, Actcl Actb, Myh6, Myh7 and BNP mRNA 
increased in PE group; B: Compared with those in control group, the expression levels of Actal, Actcl, Actb, 
Myh6, Myh7 and BNP mRNAs were significantly reduced in miR-133a virus infected PE group. *P<0.05. 


肌 肥 大 的 重要 因素 。 该 通路 被 激活 后 ,细胞 内 多 个 基因 
和 和 蛋白 质 的 表达 量 发 生 改 变 , 发 生 一 些 列 生 物化 学 变 
化 ,从 而 导致 心肌 肥大 的 发 生 。 在 本 研究 中 ,采用 了 
Actal .Actb .Myh7、BNP 基因 作为 心肌 肥大 的 发 生 指 


标 , 上 述 基 因 均 是 在 细胞 增殖 密切 相关 的 基因 ,在 心脏 
胚胎 发 育 早期 或 出 生 后 病理 状态 下 高 表达 ,新 出 生 0~3 d 
SD 大 鼠 心 肌 细 胞 在 体外 可 以 离 体 培养 7 d, 是 研究 心脏 
相关 疾病 的 经 典 模型 。 
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miRNA 属于 转录 后 调控 ,主要 通过 作为 RNA 诱 导 
的 沉默 复合 体 (RISC) 的 一 个 元 件 , 识 别 mRNA 的 3' 端 
非 编 码 区 ,引起 该 mRNA 降解 或 者 翻译 抑制 ,从 而 负 性 
调节 靶 重 白 的 表达 ,发 挥 其 生物 学 功能 。mir-133a 存 在 
两 个 同 源 拷贝 mir-133a-1、133a-2 和 一 个 结构 高 度 类 似 
的 同 源 拷贝 133b。 从 老鼠 胚胎 发 育 的 第 12 天 到 第 18 天 ， 
mir-133 星 上 升 趋 热 。 在 成 体 的 组 织 中 表达 最 高 。 原 位 
杂交 也 证 实 mir-133 只 是 选择 性 的 在 胚胎 的 心脏 和 上 骨 
骼 肌 中 表达 ,在 其 它 组 织 中 则 没有 被 发 现 ”。Fire 等 “7 
观察 zebrafish 的 发 育 过 程 也 得 到 了 同样 的 结论 。 由 此 ， 
人 们 认为 mir133a 在 且 胎 发 育 中 正确 的 位 相 和 时 序 
的 表达 ,对 骨骼 肌 和 心脏 的 发 育 是 十 分 必要 的 。 它 对 
骨骼 肌 的 增生 和 分 化 具有 不 可 缺少 的 调控 作用 。 
Alessandra Care 等 * "不 仅 在 3 个 不 同 的 心肌 肥大 动物 模 
型 均 发 现 mir-133a 显 车 下 降 , 更 重要 的 是 ,在 一 个 冠状 
动脉 狭 罕 和 心肌 肥大 的 病人 中 也 发 现 mir-133a 的 表达 下 
调 显著 , 推 新 出 mir-133 与 心肌 肥大 之 间 存 在 直接 的 联系 。 

本 研究 中 ,利用 miR-133a precursor cDNA 序列 构 
建 miR-133a 腺 病毒 载体 ,并 感染 细胞 收获 病毒 ,该 病毒 
感染 细胞 后 可 以 持续 高 表达 miR-133a; 利 用 梯度 密度 
离心 法 分 离心 肌 细胞 ,培养 后 第 2 天 ,细胞 就 呈现 字 主 
节律 性 收缩 ,是 研究 心脏 相关 机 制 的 重要 模型 ,在 PE 族 
导 后 细胞 面积 较 对 照 组 增加 了 3 倍 以 上 , 且 相 关 与 心肌 
肥大 的 病理 性 指标 密切 联系 的 基因 表达 显著 升 高 ,可 以 
完全 再 现 心肌 肥大 的 病理 特征 ;在 上 述 模型 中 加 入 
miR-133a 病毒 后 ,由 于 miR-133a 的 表达 增强 ,通过 实 
验 我 们 可 以 观察 到 miR-133a 可 以 显著 抑制 由 PE 诱导 
的 病理 性 肥大 ,相关 基因 的 表达 也 得 到 显著 抑制 ,这 一 
现象 表明 ,miR-133a 对 心肌 肥大 有 拷 抗 作用 ,这 一 研究 
结果 也 与 其 他 研究 者 的 结果 相 一 致 。 值 得 我 们 注意 的 
是 ,microRNA 属于 转录 后 调控 ,其 作用 机 制 主要 通过 
它 对 相关 靶 基 因 的 转录 调控 实现 的 ,在 上 述 研 究 的 基础 
上 ,寻找 microRNA 的 靶 基 因 并 研究 它们 之 间 的 相互 作 
用 机 制 及 相关 靶 基 因 的 作用 ,将 会 为 进一步 明了 
microRNA 的 作用 机 理 ,阐明 相关 生理 病理 过 程 发 生 、 
发 展 机 制 起 到 重要 的 促进 作用 一 六。 
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